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in  its  pathogenesis  is  highly  virulent  and  leads  to  decreased  susceptibility  to most  antibiotic 
treatments. Herein, we present the activity profiles of the Cu(II), Mn(II) and Ag(I) tdda‐phen chelate 
complexes  {[Cu(3,6,9‐tdda)(phen)2].3H2O.EtOH}n  (Cu‐tdda‐phen),  {[Mn(3,6,9‐
tdda)(phen)2].3H2O.EtOH}n  (Mn‐tdda‐phen)  and  [Ag2(3,6,9‐tdda)(phen)4].EtOH  (Ag‐tdda‐phen) 
(tddaH2 = 3,6,9‐trioxaundecanedioic acid; phen = 1,10‐phenanthroline) towards clinical isolates of P. 
aeruginosa derived from Irish CF patients in comparison to two reference laboratory strains (ATCC 
27853  and PAO1). The  effects of  the metal‐tdda‐phen  complexes  and gentamicin on planktonic 
growth,  biofilm  formation  (pre‐treatment)  and  mature  biofilm  (post‐treatment)  alone  and  in 
combination were  investigated. The effects of  the metal‐tdda‐phen  complexes on  the  individual 
biofilm components; exopolysaccharide, extracellular DNA (eDNA), pyocyanin and pyoverdine are 
also  presented.  All  three  metal‐tdda‐phen  complexes  showed  comparable  and  often  superior 
activity to gentamicin in the CF strains, compared to their activities in the laboratory strains, with 
respect  to  both  biofilm  formation  and  established  biofilms.  Combination  studies  presented 
synergistic activity between all three complexes and gentamicin, particularly for the post‐treatment 






Pseudomonas  aeruginosa  is  a  ubiquitous Gram‐negative  human  pathogen  that  can  colonise  a 
diversity of sites with severe clinical consequences. Isolates of P. aeruginosa are found in nosocomial 
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infections  within  immunocompromised  patients,  ranging  from  burn  sepsis  [1]  to  ventilator‐
associated pneumonia  [2],  to pulmonary  infections of patients with  lung afflictions such as cystic 
fibrosis (CF) and chronic obstructive pulmonary disease (COPD) [3]. CF is an inherited autosomal 
recessive  disorder  characterised  by mutations  in  the  cystic  fibrosis  transmembrane  conductance 
















with  biotic  or  abiotic  surfaces,  followed  by  (ii)  irreversible  attachment within  quick  succession 






Conventional  antibiotics  are  active  against planktonic  cells  of P.  aeruginosa  that  cause  acute 
infection, but often fail to completely eradicate their biofilms,  leading to persistent infections. It is 
well  documented  that  pathogenic  biofilms  from  patients  demonstrate  up  to  1000‐fold  reduced 
susceptibility in comparison to their planktonic counterparts, due to the protective and altered nature 
of  the biofilm  [11]. Formation of  these  aggregated  communities with  their  inherent  resistance  to 
antibiotics and host immune attack are at the root of many persistent and chronic bacterial infections. 
For patients with CF who  are  infected with P.  aeruginosa,  antibiotic  treatment  often  relieves  the 
symptoms, but does not necessarily cure the infection [12]. The acquisition of chronic P. aeruginosa 
infection  is associated with worsened disease progression and  increased mortality. Moreover,  the 









antiviral  [20] capabilities.  In a recent  review, we have  reported on  the  research  that points  to  the 
potential  of metal‐phenanthroline  complexes  as  alternative  therapeutics  in  this  era  of  antibiotic 
resistance [21]. For example, Viganor et al. [18] investigated the effect of phen, 1,10‐phenathroline‐
5,6‐dione  (phendione)  and  the  metal  complexes  [Cu(phendione)3]2+  and  [Ag(phendione)2]+  on 
planktonic‐ and biofilm‐growing clinical isolates of P. aeruginosa. The complexes and the metal free 
phen and phendione ligands exhibited potency against susceptible and resistant planktonic cells in 
the  following order:  [Cu(phendione)3]2+  (MIC = 7.76 μM) >  [Ag(phendione)2]+  (MIC = 14.05 μM) > 





were  effective  inhibitors  of  the metalloenzyme  Elastase  B  (lasB),  suggesting  this  as  a  potential 
therapeutic target [22]. In a more recent study, [Cu(phendione)3]2+ and [Ag(phendione)2]+ were also 
shown  to  exhibit  clinically  relevant antimicrobial action against planktonic‐ and biofilm‐growing 
cells  of  carbapenemase‐producing  Acinetobacter  baumannii  clinical  strains  derived  from  hospital 
patients in Brazil [23]. 
We have also recently evaluated the antimicrobial potential of a range of Cu(II), Mn(II) and Ag(I) 
dicarboxylate‐phen  chelate  complexes  against  nine  clinical  isolates  of  three  Candida  haemulonii 
species, an emerging opportunistic pathogen resistant to most current clinical antifungal drugs [17]. 
In that study, the Ag(I) chelates were shown to be the most effective drugs against planktonic cells 
(overall geometric mean of  the minimum  inhibitory concentration  (GM‐MIC) ranged  from 0.26  to 
2.16 μM),  followed by  the Mn(II) chelates  (0.87–10.71 μM) and  the Cu(II) chelates  (3.37–>72 μM). 
Although the same general level of activity was not maintained when the strains were tested during 
a biofilm  lifecycle  of Candida  haemulonii,  the Mn(II)  chelates with different dicarboxylate  ligands 
produced an overall geometric mean of the biofilm minimum inhibitory concentration (GM‐bMIC) 
in  the  range 3.5–5.3  μM. Furthermore,  the  in vivo potential of  the  chelates  to  clear C. haemulonii 
infections using the Galleria mellonella model revealed that the Mn(II)‐ and Ag(I)‐phen chelates were 
able  to  conserve  antifungal  activity  at  concentrations  that were  reasonably  non‐toxic  toward G. 




complexes considerably  increased  their water solubility when compared  to  that of  the complexes 
containing alternative aliphatic or aromatic dicarboxylate ligands.   
Herein, we report the results of a further investigation into the antimicrobial activity of metal‐
tdda‐phen  complexes.  The  complexes  {[Cu(3,6,9‐tdda)(phen)2].3H2O.EtOH}n  (Cu‐tdda‐phen), 
{[Mn(3,6,9‐tdda)(phen)2].3H2O.EtOH}n  (Mn‐tdda‐phen)  and  [Ag2(3,6,9‐tdda)(phen)4].EtOH  (Ag‐










Antimicrobial  susceptibility  testing  of  {[Cu(3,6,9‐tdda)(phen)2].3H2O.EtOH}n  (Cu‐tdda‐phen), 
{[Mn(3,6,9‐tdda)(phen)2].3H2O.EtOH}n  (Mn‐tdda‐phen)  and  [Ag2(3,6,9‐tdda)(phen)4].EtOH  (Ag‐
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the clinical isolates were deemed resistant to the antibiotic. When all of the strains were incubated in 
the presence of  the Cu(II), Mn(II) and Ag(I) simple salts  (effectively  the  free metal  ions) or  in  the 
presence of  the metal‐free phen  ligand, no clinically  relevant effects against either control strains 






ATCC 27853  PAO1  CF1  CF2  CF3 
Mn‐tdda  >256 (737)  >256 (737)  >256 (737)  >256 (737)  >256 (737) 
Cu‐tdda  >256 (848)  128 (424)  >256 (848)  >256 (848)  256 (848) 
Ag‐tdda  >256 (542)  >256 (542)  >256 (542)  >256 (542)  >256 (542) 
Mn‐tdda‐phen  16 (21.7)  32 (43.5)  8 (10.9)  8 (10.9)  128 (174) 
Cu‐tdda‐phen  16 (21.5)  32 (43)  8 (10.7)  8 (10.7)  64 (86) 
Ag‐tdda‐phen  8 (6.6)  32 (26.6)  16(13.3)  16 (13.3)  64 (53.2) 
Phen  128 (710)  >256 (1420)  128 (710)  128 (710)  >256 (1420) 
tddaH2  >256 (1152)  >256 (1152)  >256 (1152)  >256 (1152)  >256 (1152) 
MnCl2  >256 (1294)  >256 (1294)  >256 (1294)  >256 (1294)  >256 (1294) 
CuCl2  >256 (1502)  >256 (1502)  >256 (1502)  >256 (1502)  >256 (1502) 
AgNO3  128 (753)  256 (1507)  >256 (1507)  >256 (1507)  256 (1507) 
Gentamicin  1 (1.7)  2 (3.5)  8 (13.9)  128 (222)  >256 (445) 
The metal‐tdda‐phen  complexes were  the most  active  against  all of  the P.  aeruginosa  strains 
compared  to  their non‐phen precursors, simple metal salts and metal‐free phen. The  three metal‐
tdda‐phen complexes all had different activity profiles across the strains. Of the control strains (ATCC 
27853 and PAO1), gentamicin had the greatest inhibitory action (1–2 μg/mL) (1.7–3.5 μM), followed 
by Ag‐tdda‐phen  (8–32 μg/mL)  (6.6–26.6 μM), with  the  least active being Cu‐tdda‐phen, and Mn‐
tdda‐phen (both had the same activity of ca. 16 and 32 μg/mL) (ca. 21 and 43 μM). In contrast to these 






Although  bacteria  are  unicellular  organisms,  they  exist  in  natural  and  clinical  settings 
predominately within  biofilms.  To  determine  the  capacity  of  the  test  complexes  to  prevent  the 
formation of biofilms by P. aeruginosa isolates, bacterial cells were pre‐treated with the three metal‐
tdda‐phen  complexes or gentamicin  for 48 h. Similarly,  the post‐treatment of established mature 








The  pre‐treatment  of  potential  biofilm‐forming  bacterial  cells  with  the  metal‐tdda‐phen 
complexes  and gentamicin was dose‐dependent  for both  cellular viability  (Figure  1)  and biofilm 
biomass  (Figure  2),  inhibiting  biofilm  formation  at  concentrations  lower  than  the  concentration 
required to restrict planktonic bacterial growth, as previously outlined (Table 1), and with contrasting 
activity between  the  laboratory  strains  and CF  clinical  isolates. Gentamicin was  found  to  inhibit 
biofilm formation in strains ATCC 27853 and PAO1, upwards of 50% at a concentration of 1.7 μg/mL 











were  required  to  inhibit  the biofilm  formation by 50%.  Interestingly, pre‐treatment of  the clinical 
isolates with sub‐MICs of gentamicin increased the biomass, relative to the untreated sample, which 
has previously been observed [26] 







eradication concentration (MBEC) removing 50% of  the biomass  (MBEC50) being 19.6 μg/mL  (34.1 




slows  or prevents  the penetration  of  antibiotics  into  the microbial  communities  embedded  in  it. 
Surprisingly, against the clinical isolates, the metal‐tdda‐phen complexes all showed similar activity 
to each other (MBEC50 range ca. 12–51 μg/mL, 14–70 μM), and were superior to gentamicin.   
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Figure 1. Cell viability—Effect of metal‐tdda‐phen complexes (Mn‐tdda‐phen, Cu‐tdda‐phen and Ag‐
tdda‐phen)  and gentamicin on both  inhibiting biofilm  formation  (pre‐treatment)  and dismantling 
established  biofilms  (post‐treatment)  of  laboratory  strains  (ATCC  27853  and  PAO1)  and  clinical 
isolates (CF1‐CF3). 
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Figure 2. Biofilm biomass—Effect of metal‐phen complexes (Mn‐tdda‐phen, Cu‐tdda‐phen and Ag‐
tdda‐phen)  and gentamicin on both  inhibiting biofilm  formation  (pre‐treatment)  and dismantling 
established  biofilms  (post‐treatment)  of  laboratory  strains  (ATCC  27853  and  PAO1)  and  clinical 
isolates (CF1‐CF3). Asterisks indicate significance (p > 0.05) relative to the untreated control. 
2.3. Metal–tdda–phen Complexes Enhanced the Anti‐biofilm Activity of Gentamicin 
Biofilm‐associated  tolerance  is multifactorial and  is attributed  to restricted penetration of  the 
antimicrobial  agent  and  the  different  metabolic  states  and  virulence  factors  of  the  microbial 
community within  the biofilm. Current research approaches aimed at  increasing  the  likelihood of 
biofilm eradication include the use of non‐antibiotic complexes, either alone or in combination with 
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comprised of polysaccharides and extracellular DNA  (eDNA), and also virulence  factors  such as 
pyocyanin  and  pyoverdine.  To  understand  how  the metal‐tdda‐phen  complexes  effect  both  the 




















Ag‐tdda‐phen  the most when  used  singly  (latter  complex  reduced  the  exopolysaccharide  in  the 
biofilm by 61% ± 9). For the metal‐tdda‐phen/gentamicin combinations, activity increased somewhat 
uniformly (72–77% reduction).   






compared  to  the untreated  sample. The  combination  treatments were unilaterally more  effective, 
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with Ag‐tdda‐phen/gentamicin inhibiting eDNA in PAO1 by 50% ± 11, Cu‐tdda‐phen/gentamicin by 
49% ± 4 and Mn‐tdda‐phen/gentamicin 34% ± 6. A similar  trend was observed  for CF3. With  the 
exception of gentamicin, the post‐treatment of established biofilms of both strains with single metal‐





secretion  of  numerous  extracellular  molecules,  such  as  the  virulent  factors,  pyocyanin  and 
pyoverdine. Pyocyanin is one of the major components dictating the advancement of infection and 
biofilm formation, especially in CF patients, and is under quorum sensing (QS) control. It is redox 






PAO1  (80%  ±  9)  and  CF3  (65%  ±  6).  The  manganese  and  copper  metal‐tdda‐phen/gentamicin 
combinations  also  reduced pyocyanin production when  compared  to  their  treatment  as  a  single 
agent.  Surprisingly,  the  pre‐treatment  of  PAO1 with Cu‐tdda‐phen  alone  actually  enhanced  the 
production of pyocyanin  (106% ± 8), and gentamicin also had a similar positive  influence on CF3 
(116% ± 13). In general, the single test compounds and their gentamicin combinations were much less 









two  established  biofilms with  the  single metal‐tdda‐phen  compounds  had  little  or  no  effect  on 










phen  complexes with  gentamicin  saw  the  greatest  reduction  of  viable  cells, with Ag‐tdda‐phen 
demonstrating  a one‐fold  reduction,  to  7.9  ×  107 CFU/mL. Pre‐treatment of CF3 with gentamicin 
reduced the viable cells from 7.5 × 108 CFU/mL to 7 × 108 CFU/mL, followed by Cu‐tdda‐phen (5.9 × 
108 CFU/mL), Ag‐tdda‐phen  (5.5 × 108 CFU/mL) and Mn‐tdda‐phen  (5.4 × 108 CFU/mL). Akin  to 
PAO1, metal‐tdda‐phen/gentamicin reduced viable cells in the culture to 3.3 × 108 CFU/mL–2.2 × 108 
CFU/mL.  Post‐treatment  of  PAO1  and  CF3  had  similar  trends,  metal‐tdda‐phen  complexes  as 
singular  agents  slightly  outperforming  gentamicin.  However,  the  combination  of  Mn‐tdda‐
phen/gentamicin and Cu‐tdda‐phen/gentamicin saw a 2‐fold reduction in viable cells and Ag‐tdda‐
phen/gentamicin a 3‐fold reduction.    
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Figure  4.  Effects  of  metal‐tdda‐phen  complexes  alone,  gentamicin  alone,  and  metal‐tdda‐phen 
complexes  with  gentamicin  on  both  the  formation  of  biofilm  (pre‐treatment)  and  reduction  of 
established biofilm (post‐treatment) of PAO1 and CF3: The percentages of exopolysaccharide, eDNA, 
pyocyanin and pyoverdine remaining after treatment (relative to untreated biofilms) are given. 
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Figure 5. Viable cells were measured after pre‐ and post‐ exposure to 0.5 × MBIC and 0.5 × MBEC of 
metal‐tdda‐phen  complexes  alone,  gentamicin  alone,  and  metal‐tdda‐phen  complexes  with 






the  average  rate  in other European  countries  and  the United States  [31]. Conventional  antibiotic 






from alginate), a  simple  thiol  cysteamine, a novel  synthetic peptide, nitric oxide and gallium(III) 
compounds [34]. Ga3+ metal ions have been shown to disrupt biofilm formation and protect against 
P.  aeruginosa  infections  in  vitro  in  human  serum  [35], mouse models  [36,37]  and  humans  [38]. 
Moreover,  there  is  a  decreased  likelihood  that  P.  aeruginosa  can  develop  resistance  to  gallium 
compared  to  the  classic  small  molecule  antibiotics  [39].  Additional  studies  showed  that  co‐
encapsulation of Ga3+ with gentamicin  in  liposomes was more effective  than gentamicin alone  for 
eradicating P. aeruginosa  in both planktonic and biofilm  forms  [40]. There  is clearly scope  for  the 
development of novel metal complexes, either acting alone or in combination with antibiotics, as a 
new therapeutic regime for P. aeruginosa infections in CF patients.   




fungal  capabilities,  and  the  inclusion of  the phen  ligand  is key  to  their  antimicrobial properties. 
Furthermore,  the  tdda dianionic  ligand greatly enhances  the water solubility of  the complex. The 
results  presented  in  Table  1  clearly  demonstrate  the  superior  potency  of  the  metal‐tdda‐phen 
complexes when compared to the anti‐P. aeruginosa activities of the metal‐free phen, tddaH2 and the 
simple  copper(II), manganese(II)  and  silver(I)  salts  (essentially  free metal  ions).  The  antibiotic, 
gentamicin, was the most active compound against the reference strains (ATCC 27853 and PAO1). 
Whereas the efficacy of gentamicin dampened across the clinical isolates (CF1–CF3), the metal‐tdda‐
phen  complexes  maintained  clinically  relevant  activity.  Taking  the  mean  minimum  inhibitory 
concentration (MIC) for each bacterial strain, the order of planktonic growth inhibition by the metal‐
tdda‐phen  complexes  was:  Cu‐tdda‐phen  >  Ag‐tdda‐phen  > Mn‐tdda‐phen.  Gandra  et  al.  [17] 
reported that the Mn‐tdda‐phen complex was extremely well tolerated by the mammalian lung cell 
Antibiotics 2020, 9, 674  14  of  22 
line, A549, with a concentration capable of reducing cellular viability by 50% (CC50) of 261.67 mg/L. 
In  the  present  study,  the MIC  range  for Mn‐tdda‐phen was  8–128  μg/mL,  suggesting  that  this 
complex  would  be  significantly  selective  for  the  CF1  and  CF2  clinical  strains  of  P.  aeruginosa. 
Furthermore,  at  the  highest  concentration  of Mn‐tdda‐phen  required  to  inhibit CF3  growth,  the 
complex would still have moderate selectivity. 
The biofilm lifecycle of P. aeruginosa is an important virulence attribute for establishing infections 
in CF patients. All of  the metal‐tdda‐phen complexes were able  to  inhibit biofilm  formation  (pre‐
treatment) in terms of both biofilm biomass and cellular viability, outperforming gentamicin across 
the three clinical isolates. Moreover, all three of the metal‐tdda‐phen complexes were able to disrupt 
the  established mature  biofilm  (post‐treatment)  of  the  P.  aeruginosa  strains  in  a  dose‐dependent 
manner. Similar activity has previously been reported by Viganor et al. [18] for the related complex 
cations,  [Ag(phendione)2]+1  and  [Cu(phendione)3]+2  (phendione  =  1,10‐phenanthroline‐5,6‐dione), 
against 32 Brazilian clinical isolates of P. aeruginosa. Moreover, the same phendione complexes were 






is  potential  for  enhanced  anti‐biofilm  activity,  through  a  combination  of  the  metal‐tdda‐phen 
complexes with  gentamicin. At  the  highest  concentration  of  the metal‐tdda‐phen  complexes  (64 
μg/mL) in combination with gentamicin (32 μg/mL), there was >90% biofilm removal for CF2 and 
CF3 and >83%  for CF1, and  the  fractional  inhibitory concentration  (FIC)  index showed a positive 
synergism for all three metal‐tdda‐phen complexes in the presence of gentamicin. A recent clinical 
study in Ireland on cystic fibrosis P. aeruginosa clinical isolates with the same laboratory reference 
strains  (ATCC  27853  and  PAO1)  showed  that  tobramycin  (aminoglycoside)  and  ceftazidime 
(cephalosporin) was the only effective combination to show positive synergism (FIC ≤ 0.5) against a 
mature biofilm of a single clinical isolate at a concentration of 64 mg/L [41]. However, as mentioned 
earlier,  the  evolving  resistance  to  antibiotics  is  problematic  and  of  concern  when  considering 
combinations of established antibiotics for  the treatment of P. aeruginosa  infections  in CF patients. 




clinical  isolate,  individual  components  of  the  biofilm were  tested  to  see  if  there was  a  specific 
molecular target. These targets included exopolysaccharide and extracellular DNA (eDNA), which 
are  two key  components of  the polymeric  extracellular matrix  (ECM),  and  the virulence  factors, 
pyocyanin and pyoverdine, which are found in the ECM. Many P. aeruginosa strains are capable of 
synthesizing  the  three exopolysaccharides, alginate, Psl, and Pel, which play an  important role  in 
biofilm  formation  and  the  stabilization  of  its  structure.  Strains  isolated  from  CF  patients  are 
commonly found to over‐produce alginate, and biofilms of these strains have been observed to have 
a much higher resistance to aminoglycosides, such as gentamicin,  than  their  isogenic non‐mucoid 
strain [42]. Additional studies have also implicated both Psl [43] and Pel [44] in the biofilm‐associated 
tolerance towards aminoglycosides, thus making exopolysaccharides an important component of the 
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of cells [49]. The present study demonstrated that the enhanced anti‐biofilm activity of metal‐tdda‐
phen/gentamicin  combinations was  associated with  a  reduction  in  both  exopolysaccharide  and 




novel  artificial metallonuclease  possessing  potent DNA  cleavage  capability  [51]. Our  group  has 
previously  shown  that  copper(II)‐dicarboxylate‐phen  complexes  also  display  effective  nuclease 
capability, even in the absence of added reductant [52]. In this context, treating a mature biofilm with 
Cu‐tdda‐phen prompted the greatest decrease in eDNA in both the reference and clinical isolates. 






sensing  networks.  Pyocyanin  is  a  metabolite  involved  in  redox  reactions  in  the  biofilm,  and 
pyoveridine  is  the main siderophore of P. aeruginosa  involved  in  iron metabolism. Both virulence 
factors were reduced upon treatment with metal‐tdda‐phen/gentamicin combinations, but to a lesser 
extent  than  the  exopolysaccharide and  eDNA. The  encouraging  results obtained  from  this  study 
prompt  further  investigations  into more  fully elucidating  the exact mechanism(s) of action of  the 









In order  to establish  that  the observed biological effects were due  to  the discrete  complexes 
rather than their free ligands, 1,10‐phenathroline (phen) and 3,6,9‐trioxaundecanedioic acid (tddaH2), 
and metal salts, manganese chloride  (MnCl2), copper chloride  (CuCl2), and silver nitrate  (AgNO3) 
were also assessed (all chemicals were purchased from the Sigma‐Aldrich company and used without 
further  purification).  The  aminoglycoside  antibiotic,  gentamicin  (Sigma‐Aldrich)  was  also 






from  Dr.  Gordon  Cooke,  Department  of  Science  TU  Dublin—Tallaght  campus.  ATCC  27853 
originated from a blood culture in Boston, USA [54] while PAO1 originated form a burn wound in 


















100 μL of  the bacterial  culture  (made up  in TSB medium) was distributed  into each well of  flat‐
bottomed  96–well polystyrene microtitre plates  (Cruinn)  and  incubated  for  48 h  at  37  °C  in  the 
presence of all test compounds (100 μL), administered at a concentration range of 0.5–256 μg/mL. The 
supernatants  from  each well were  removed,  and  the wells were  then washed  three  times with 
phosphate buffered saline (PBS). Viable cells in the biofilm were assessed by a fluorometric assay that 




























tdda‐phen  complex) + FIC(gentamicin). Where, FIC(metal‐tdda‐phen  complex) =  (MBEC* of metal‐tdda‐phen  complex  in 
combination with gentamicin)/(MBEC* of metal‐tdda‐phen complex alone) and FIC(gentamicin) = (MBEC* 
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of gentamicin in combination with metal‐tdda‐phen complex)/(MBEC* of gentamicin alone). These 
strains were selected due  to  their contrasting activity profiles observed  in  the previous  tests, and 
because  they  formed  the  strongest  biofilms  (evidenced  by  crystal  violet  staining). The  following 




Selected P. aeruginosa strains, PAO1 and CF3, were  incubated  in  the presence and absence of 
metal‐tdda‐phen  complexes,  alone  and  in  combination with  gentamicin.  To  assess  the  effects  of 
biofilm formation  (pre‐treatment), experiments were set up according  to Section 4.3.2 with strains 
pre‐treated  to  0.5  × minimum  biofilm  inhibitory  concentration  (MBIC).  To  assess  the  effects  on 
established mature biofilms  (post‐treatment), experiments were  set up according  to Section 4.3.3, 




























TE  buffer  (10  mM  Tris‐HCL,  0.1  mM  EDTA,  pH  8.0)  and  an  equal  volume  of  equilibrated 
phenol:chloroform:isoamyl alcohol  (25:24:1) and centrifuged again. The upper aqueous  layer was 
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at  520  nm.  Pyocyanin  concentrations,  expressed  as micrograms per millilitre  (μg/mL)  of  culture 
supernatant, were determined by multiplying the OD at 520 nm by 17.072 (extinction coefficient).   
4.4.4. Quantification of Pyoverdine   
Pyoverdine  is  the  main  siderophore  of  P.  aeruginosa,  deployed  in  severely  iron‐limited 
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